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Resumen. Desde 2003 se ha registrado el uso de maiz transgénico CrylF para el control de
Spodoptera frugiperda desde 2003 en Estados Unidos y Puerto Rico. En el 2006 se reportaron
dafios inesperados en maiz CrylF en Puerto Rico generados por S. frugiperda resistente a
Cry1F. La herencia de resistencia a CrylF en S. frugiperda fue caracterizada usando una colonia
resistente proveniente de Puerto Rico, la cual exhibié una resistencia 387 veces mayor que una
colonia susceptible. Se realizaron bioensayos con un rango de concentraciones en la
descendencia de los cruces reciprocos de las colonias parentales susceptible y resistente. Los
resultados de estos bioensayos indicaron que la resistencia a CrylF es recesiva y autosomal.
Bioensayos del retrocruce de la F; con los parentales resistentes indicaron que la resistencia es
monogénica. Adicionalmente, se evalud la resistencia cruzada de CrylF con CrylAa, CrylAb,
CrylAc, Cryl1Ba, Cry2Aa y Vip3Aa fue evaluada. Para CrylAa, CrylBa y Cry2Aa no se observd
evidencia de resistencia cruzada con CrylF, aunque se encontraron efectos limitados para la
colonia susceptible. Vip3Aa fue efectiva contra la colonia susceptible y resistente, indicando
gue no existe resistencia cruzada entre Vip3Aa y CrylF. En contraste, se observo resistencia
cruzada con CrylAb y CrylAc. Para detectar el riesgo de resistencia a CrylF en Florida y Texas
se midio la frecuencia de alelos resistentes durante los afios 2010 y 2011 usando un analisis de
la F1. Se observé una frecuencia de 0.13 y 0.02 para Florida y Texas respectivamente, indicando
gue alelos resistentes pueden encontrarse en poblaciones de Estados Unidos.

Palabras clave: Gusano cogollero del maiz, maiz Bt, Cry1F, resistencia, manejo de resistencia.
Abstract. CrylF transgenic corn CrylF has been registered for Spodoptera frugiperda control

since 2003. Unexpected damage to CrylF corn was reported in 2006 in Puerto Rico and
resistance in S. frugiperda was documented. The inheritance of CrylF resistance was
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characterized in a S. frugiperda resistant strain from Puerto Rico which displayed >387-fold
resistance to purified CrylF. Concentration-response bioassays of reciprocal crosses of resistant
and susceptible parental populations indicated that resistance is recessive and autosomal.
Bioassays of the backcross of the F; generation crossed with the resistant parental strain
suggest that a single locus is responsible for resistance. In addition, cross-resistance to CrylAa,
Cry1Ab, CrylAc, CrylBa, Cry2Aa and Vip3Aa was assessed in the CrylF resistant strain. There
was no significant cross-resistance to CrylAa, CrylBa and Cry2Aa, although only limited effects
were observed in the susceptible strain. Vip3Aa was highly effective against susceptible and
resistant insects indicating no cross-resistance with CrylF. In contrast, cross-resistance was
observed for both CrylAb and CrylAc. To identify the risk of resistance in Florida and Texas,
and F; screening was performed to calculate the frequency of resistant alleles during 2010 and
2011. Because the resistance is recessive and conferred by a single locus, an F; screen was
performed to measure the frequency of resistant alleles in 2010 and 2011. A total frequency of
0.13 and 0.02 was found for Florida and Texas population respectively, indicating resistant
alleles could be found in U.S. populations.

Keywords: Fall armyworm, Bt corn, Cry1F, resistance, resistance management.

Introduccion

Los cultivos transgénicos que expresan toxinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) han sido
ampliamente usados desde 1996 para controlar insectos plaga (Shelton et al. 2002; James 2009),
sin embargo, la exposicién prolongada a toxinas Bt puede generar resistencia, reduciendo la
utilidad a largo plazo de esta tecnologia. El desarrollo de programas efectivos para el manejo de
resistencia depende del entendimiento de la evolucion de resistencia (United States
Environmental Protection Agency 2001).

El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (). E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
es un insecto endémico del hemisferio occidental distribuido desde Argentina hasta Norte América
(Sparks 1979). Este insecto es una plaga importante de maiz y algodén en el neotrépico y de fin de
temporada en Estados Unidos (Mitchell et al. 1991). S. frugiperda no posee diapausa y es
vulnerable a temperaturas de congelacién, por esa razén, en Norte América, cada afio ocurren
migraciones temporales desde el sur de la Florida y Texas hacia regiones mas templadas (Nagoshi
et al. 2010; Nagoshi et al. 2012). Estudios de genética de poblaciones sugieren que las poblaciones
de S. frugiperda de Puerto Rico son mas similares a las poblaciones de la Florida comparada con
las poblaciones de Brasil o Texas y adicionalmente se ha propuesto que existe intercambio
genético limitado entre las poblaciones de Texas y Florida (Nagoshi et al. 2010; Nagoshi et al.
2012).

Una de las estrategias mas recientes para manejar poblaciones del gusano cogollero del
maiz es el uso de maiz Bt transgénico expresando la toxina CrylF el cual proporciona un mejor
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control que los hibridos que expresan CrylAb (Siebert et al. 2008). Los hibridos que expresan
CrylF han estado disponibles comercialmente desde 2003 y comercializados como Herculex |®
Insect Protection (evento de transformacién TC1507). En Puerto Rico el maiz CrylF ha sido
plantado desde 1998 para el desarrollo de hibridos y la produccidn de semillas (Buntin 2008). En el
2006 se reportaron dafios inesperados en maiz CrylF en Puerto Rico generados por S. frugiperda
resistente a CrylF (Matten et al. 2008; Tabashnik et al. 2009; Storer et al. 2010). La resistencia en
campo de S. frugiperda a CrylF en Puerto Rico, representa uno de los siete casos documentados
de resistencia a un cultivo transgénico Bt en el campo, y el primer caso que ha llevado a retirar un
cultivo Bt del mercado (Tabashnik et al. 2009).

Se cree que varios factores han contribuido a la evolucién de resistencia a CrylF en S.
frugiperda en Puerto Rico. En primer lugar, Puerto Rico es un ecosistema aislado y subdividido por
terrenos montafosos. Este tipo de topografia restringe la migracién del insecto generando una
seleccidn intensa de poblaciones locales. De igual forma, el clima tropical de Puerto Rico permite
el establecimiento del cultivo de maiz durante todo el afio con multiples generaciones de S.
frugiperda expuestas a presidén de seleccidon por parte del maiz transgénico. La larga historia de
uso de insecticidas Bt para manejo de S. frugiperda en vegetales y maiz, junto con el uso de otros
eventos Bt expresando CrylAb también pudieron contribuir con la presién de seleccion.
Finalmente, en el 2006 tras una severa sequia en Puerto Rico, las poblaciones de S. frugiperda se
vieron forzadas a concentrarse en cultivos irrigados, de los cuales el maiz CrylF era un importante
componente. La presion de seleccion generada en 2006 ha sido las mas intensa observada hasta la
fecha (Storer et al. 2011, 2012).

La caracterizacion de resistencia en insectos que han evolucionado resistencia a cultivos Bt
en el campo es importante para generar mejores estrategias de manejo de resistencia de las
generaciones actuales y futuras de cultivos transgénicos (Tabashnik et al. 2009). Para comprender
la resistencia en un contexto evolutivo y ecoldgico es importante estudiar la base genética de la
resistencia y el efecto de alelos resistentes en el fitness. El estudio de estos pardmetros
poblacionales contribuyen a la interpretacién de tasas de cambio de frecuencias de alelos
resistentes en poblaciones naturales y pueden ser usadas en programas para retrasar la evolucion
de resistencia (McKenzie 1996). En este estudio, se investigaron los patrones de herencia a CrylF
(dominancia, ligamiento al sexo y nimero de locus) y la resistencia cruzada a CrylAa, CrylAb,
CrylAc, Cry1Ba, Cry2Aa y Vip3Aa. La caracterizacion de la herencia permitié el uso de un analisis
de la F, para detectar la frecuencia de alelos resistentes en poblaciones fuera de Puerto Rico
(Florida y Texas). Los resultados de esta investigacion tienen implicaciones directas para el manejo
de la resistencia de S. frugiperda en maiz Cry1F.

Materiales y métodos

Colonias y Cria de Insectos. La colonia resistente de S. frugiperda fue recolectada en Puerto Rico y
seleccionada usando tejido vegetal de maiz CrylF, mientras que la colonia susceptible se obtuvo
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de las crias comerciales de BioServ. Las dos colonias fueron mantenidas usando técnicas de cria
adaptadas de Perkins (1979). Cada generacion fue perpetuada usando al menos 200 individuos
con apareamiento al azar. Las larvas se criaron en dieta general para Lepidoptera (BioServ,
Frenchtown, NJ) y los adultos en una solucién de cerveza con acido ascérbico, acido propidnico,
aureomicina y vitaminas (Perkins 1979).

Toxinas Bt. Dupont Pioneer proporciond la toxina Cry1F usada para los bioensayos, la proteina fue
expresada en células BtG8 y purificada usando métodos analiticos estandarizados. Las proteinas
Cry usadas para los experimentos de resistencia cruzada fueron purificadas de la fermentacién de
cepas recombinantes de Escherichia coli (Migula) transformadas para expresar CrylAa, CrylAb,
CrylAc, CrylBay Cry2Aa. La toxina Vip3Aa fue proporcionada por Syngenta Biotechnology.

Bioensayos. Los bioensayos se realizaron usando los métodos descritos por Marcon et al. (1999)
en bandejas con 128 pozos. En cada pozo se dispensd 1 ml de dieta general para Lepidoptera,
permitiendo el secado previo a la introduccién de la toxina. Siete concentraciones se usaron para
determinar la concentracién letal CLs,. Las diluciones se hicieron en una solucién al 0.1% de Triton-
X 100 para obtener una distribucién uniforme en la superficie. Cada pozo fue tratado con 30 ul de
la concentracién apropiada, mientras que el control negativo fue tratado con 30 pl de 0.1% Triton-
X 100. Los pozos tratados se dejaron secar. Posteriormente una larva con menos de 24 horas de
emergencia fue transferida a cada pozo usando un pincel fino. Los pozos se cubrieron y se
mantuvieron en una incubadora a 27°C, con 24 horas de oscuridad y una humedad relativa de
80%. Después de 7 dias de exposicidn a la toxina la mortalidad y el peso total de las larvas por
dosis fueron registrados. Las larvas que no crecieron por encima del primer instar y con pesos <
0.1 mg fueron consideradas muertas. Por lo tanto, la mortalidad en este estudio incluyd la
inhibicién del crecimiento y la muerte de las larvas. La mortalidad del control fue del 6% en
promedio y replicas con mortalidad mayor a 20% no fueron incluidas.

Los datos de mortalidad por concentracién fueron analizados por medio de un analisis
probit (Finney, 1971) usando POLO-PC (LeOra Software 1987). Se calcularon la Clsp y Clgg y los
intervalos de confianza al 95%, la pendiente y el error estandar. Una prueba de maxima similitud
se realizd para determinar si los CLsy eran iguales. La concentracidon diagndstico se determiné
basandose en el limite superior del intervalo de confianza de la CLgy de la colonia susceptible. Las
tasa de sensibilidad a Cry1F fue determinada usando los valores de la CLsq de la colonia susceptible
dividido por la CLsy de la colonia resistente (Robertson et al. 1995, 2007). Cuando no se generd
mortalidad en los bioensayos debido a la resistencia, la concentracidn mas alta se usd para
calcular la tasa de sensibilidad. Los coeficientes de sensibilidad se consideraron iguales si los
intervalos de confianza no se sobrepusieron.

Experimentos de Herencia. Para evaluar la ligacién al sexo y la dominancia de resistencia, se
realizaron bioensayos con la progenie de la F, de los cruces reciprocos entre la colonia resistente y
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la susceptible (susceptible @ x resistente J y susceptible &' x resistente Q). Para cada cruce se
generd una curva de mortalidad. La ligacién al sexo fue determina comparando la pendiente y el
intercepto de las regresiones de los cruces reciprocos y las colonias parentales. Se probd la
hipétesis nula de que las lineas son paralelas e iguales usando POLO-PC (LeOra Software 1987
Robertson et al. 2007). La dominancia de resistencia se calculé usando el método de dominancia
efectiva a una concentracion fija (Dy,) descrito por Bourguet et al. (2000). Para estimar el nimero
de locus que confieren resistencia a CrylF, la progenie de la F, de los cruces reciprocos fueron
retro cruzados con la colonia resistente. El poder de pruebas indirectas para modos de herencia es
mayor cuando el retrocruce se origina de los cruces entre la progenie F, y la colonia parental con
mayores diferencias en susceptibilidad (Roush & Daly 1990; Tabashnik 1991). Se probd el modelo
de herencia monogénica usando una prueba de chi-cuadrado (Georghiou 1969; Preisler et al.
1990; Tabashnik 1991; Tabashnik et al. 1992). Como hipdtesis se partio de la premisa de que si la
resistencia es monogénica, el retrocruce producira una progenie donde el 50% son RS y el 50% RR,
y para probarla, se calculé la mortalidad esperada usando la formula descrita por Tabashnik
(1991). Las diferencias obtenidas entre la mortalidad observada y esperada en cada concentracion
se compararon usando una prueba de chi-cuadrado (Tabashnik 1991).

Resistencia Cruzada. Para determinar si la resistencia a Cry1F en S. frugiperda causa cambios en la
susceptibilidad a otras toxinas Bt, se realizaron bioensayos de las colonias susceptible y resistente
expuestas a las proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, Cry2Aa y Vip3Aa. Las concentraciones
letales CLso fueron calculados para CrylAb y Vip3Aa usando POLO-PC (LeOra Software, 1987). La
concentracién de inhibicién de crecimiento del 50% de la poblacidn CICs, se estimé para CrylAb,
CrylAc y Vip3Aa usando PROC NLIN (Instituto SAS 2011). Adicionalmente, se calcularon las tasas
de sensibilidad para estas toxinas. Tanto la colonia susceptible y resistente exhibieron una
respuesta reducida a CrylAa, CrylBa y Cry2Aa, por lo tanto, la concentracién mas alta posible fue
usada para realizar bioensayos tomando el peso de las larvas individualmente (64 larvas por
colonia). Los pesos de las larvas se transformaron a porcentaje de inhibicion de crecimiento en
relacion al control. Para identificar diferencias de inhibicién significativas entre las colonias
susceptible y resistente se realizé un andlisis de varianza de una via usando PROC GLIMMIX
(Instituto SAS 2011).

Frecuencia de Alelos Resistentes. Se realizé6 un analisis de la generacién F; para identificar la
frecuencia de alelos resistentes en poblaciones de campo de Florida y Texas, areas en las cuales S.
frugiperda hiberna. Un andlisis F; implica cruzar individuos del campo de genotipo desconocido
con individuos de una colonia resistente. La progenie es analizada usando bioensayos para
permitir discriminacién entre homocigotos resistentes (SS), homocigotos susceptibles (RR) y
heterocigotos (SR) (Gould et al. 1997; Mahon et al. 2010). Para este propdsito, se recolectaron
poblaciones de estados inmaduros de S. frugiperda de Florida y Texas entre 2010 y 2011. Las
larvas y huevos del campo se criaron en el laboratorio hasta alcanzar el estado de pupa. Se

159



Memorias 40° Congreso Socolen Ana Maria Vélez et al.

determind el sexo de las pupas bajo el esteromicroscopio. Al momento de la emergencia, un
adulto del campo se depositd con uno o dos individuos del sexo opuesto de la colonia resistente
en un recipiente para apareamiento. Los huevos de cada par fueron se colectaron diariamente y
depositados a temperatura ambiente para permitir la emergencia de las larvas. Un minimo de 48
neonatos por pareja fueron analizados con un bioensayo usando una concentracién diagndstico de
CrylF. La mortalidad esperada con la concentracién diagndstico es dependiente del genotipo de
los individuos colectados en el campo, generando tres diferentes respuestas de mortalidad. En el
primer caso, si el parental es homocigoto susceptible la progenie resultante deberd ser compuesta
de heterocigotos los cuales presentan un fenotipo susceptible que resulta en una mortalidad del
100% a la concentracidn diagndstico. En el segundo caso, si el parental del campo es heterocigoto,
la progenie tendrd una proporcién de 1:1 de heterocigotos y homocigotos resistentes, resultando
en aproximadamente 50% de mortalidad a la concentracion diagnéstico. En el tercer caso, si el
parental es homocigoto resistente, toda la progenie sera resistente y una supervivencia del 100%
es esperada con la concentracién diagnodstico (Figura 1) (Gould et al. 1997; Mahon et al. 2010). Las
larvas de las familias que se identificaron como resistentes en la F; se criaron hasta adultos y se
aparearon entre ellos. La descendencia de estos cruces (segunda generacion F,) se analizé con los
bioensayos diagndsticos para confirmar la presencia de alelos resistente (Gould et al. 1997).

100% Mortalidad
Parental de campo = SS

: .
50% Mortalidad
Parental de campo = Sr
SS Concentracion Diagnostico
Sr Campo 200 ng/cm? 0% Mortalidad
r Parental de campo = rr

Figura 1. Esquema del experimento de segregacion de alelos resistentes (r) de poblaciones de campo de Florida y Texas.

La informacién obtenida de los andlisis F; se usd para estimar la frecuencia de los alelos
resistentes, aplicando los métodos bayesianos descritos por Yue et al. (2008). Para calcular la
probabilidad de un falso negativo se usé el método descrito por Wenes et al. (2006). Las
diferencias en la frecuencia total de alelos resistentes entre Florida y Texas fue analizada usando el
test exacto de Fisher.
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Para analizar la prevalencia de los alelos resistentes en Puerto Rico, se colectaron huevos
de S. frugiperda en Puerto Rico durante 2010, 2011, 2012 y 2013. Se permitié que los huevos
eclosionaran y los neonatos se usaron para realizar bioensayos con la concentracion diagndstico.
La frecuencia de alelos resistentes fue calculada usando la frecuencia de homocigotos de Hardy-
Weinberg (Falconer & Mackay, 1996). La tasa de supervivencia y la frecuencia de alelos resistentes
entre afios se analizé con una prueba chi-cuadrado de homogeneidad.

Resultados y discusion

Niveles de Resistencia. Los bioensayos revelaron que la colonia resistente mostré un alto nivel de
resistencia a Cry1F. La CLs, de la colonia susceptible fue 24.86 ng/cm?y para la colonia resistente
mayor a 7,200 ng/cm’, correspondiente a la concentraciéon CrylF mas alta usada. Esta
concentracién fue utilizada para estimar la tasa de sensibilidad de la colonia resistente, indicando
gue presenta una resistencia 387 veces mayor a CrylF purificada. La concentracidon diagndstico
calculada fue 200 ng/cm?, la cual se usé para discriminar entre fenotipos susceptibles (SS y SR) y
resistentes (RR).

Herencia de Resistencia. Los analisis de las curvas de mortalidad de los cruces reciprocos
indicaron que la resistencia a CrylF en S. frugiperda es recesiva y autosomal (Figura 2A). La
hipétesis de igualdad entre los cruces reciprocos indicaron que las pendientes y los interceptos
son idénticos (x* = 5.33; P > 0.05), confirmando que la resistencia es autosomal (Robertson et al.
2007). La dominancia fue examinada comparando las curvas de mortalidad de la generacidon F; con
la colonia parental mas similar, en este caso la colonia susceptible. La prueba de igualdad mostro
que no hay diferencias entre las pendientes y los interceptos (¥* = 9.02; P > 0.05), indicando que la
resistencia a Cry1F es recesiva. Adicionalmente, el método de dominancia efectiva (D) generé un
valor de cero, confirmando que la resistencia es recesiva.

La prueba del modelo de herencia monogénica versus poligénica se realizé comparando la
respuesta de la progenie del retrocruce de la generacion F, y la colonia resistente (SR x RR), con las
colonias parentales (SS y RR). La curva de respuesta del retrocruce mostré que la curva se
estabilizé al 50% de la mortalidad, sugiriendo una proporcién 1:1 de genotipos heterocigotos (SR)
y resistentes (RR) (Fig. 2B). Adicionalmente, la prueba de herencia monogénica descrita por
Tabashnik (1991) mostré que cinco de los siete valores observados no se desviaron de los valores
esperados, confirmando que la resistencia a Cry1F en S. frugiperda es monogénica.

La resistencia a CrylF en S. frugiperda es similar a una colonia resistente de Ostrinia
nubilalis (HUbner) (Lepidoptera: Crambidae) previamente seleccionada en laboratorio. La
resistencia a CrylF en este insecto es autosomal, recesiva y conferida por un solo locus (Pereira et
al. 2007, 2008). Se ha sugerido que la frecuencia de los alelos resistentes a Cry1F en O. nubilalis en
el medio oeste de los Estado Unidos podria ser mds alta que la anticipada, sugiriendo que los
alelos resistentes podrian haber estado presentes a frecuencias relativamente altas antes de la
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introducciéon de plantas expresando CrylF (Siegfried com. pers). Las altas frecuencias de los alelos
resistentes a CrylF en O. nubilalis y S. frugiperda sugieren que no existe un costo en el fitness
asociado con alelos resistentes Pereira et al. (2009) reportaron que O. nubilalis resistente a Cry1F
no presenta un costo en el fitness y resultados similares fueron encontrados para S. frugiperda
(Vélez et al. sometido). La falta de costo en el fitness de individuos que poseen alelos resistentes,
esta asociada con una tendencia de los alelos resistentes a permanecer estables en las poblaciones
cuando no existe presidon de seleccion, dificultando haciendo el desarrollo de estrategias de
remediacion de resistencia (Vélez et al. sometido).

A —+—S§ B —+— Sr Parentales
100 " -k -8Soxmd 100 —&— Sr x r Observados
_ - -S87 %O _
4 SSExms ==4&==-Sr x rr Esperados
e i —&—rr T
T 80 ﬁ 80 = Parentales
I ] ® i
t 60 £ 60
Q [*]
= 40 - = 40 -
2 ES
21 g A )
0 N ; ; . 0 ; , ’ ‘
0.1 1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Concentracién Log (ng/cm?) Concentracion Log (ng/cm?)

Figura 2. Curvas de mortalidad de S. frugiperda en respuesta a diferentes concentraciones de la proteina CrylF (A) Curva
de mortalidad de las colonia susceptible (SS), resistente (rr) y la progenie de los cruces reciprocos (SS x rr). (B) Curva de
mortalidad de la F; (Sr), de la progenie de los retrocruces (Sr x rr), y de los parentales resistentes (rr). Las barras de error
representan el error estandar de la media de la mortalidad a cada concentracion.

Resistencia Cruzada. Las Unicas proteinas Cry que generaron una respuesta en la colonia
susceptible fueron CrylAb y CrylAc. La Unica toxina que generé mortalidad en la colonia
susceptible fue Cry1lAb lo que permitié calcular la CLso. La CLsq para la colonia susceptible fue 37.46
ng/cm?y la dosis mas alta usada en la colonia resistente fue 6000 ng/cm?, generando una tasa de
sensibilidad de mayor a 160.17 veces para mortalidad. La toxina CrylAc no generd mortalidad en
la colonia susceptible, pero se observd inhibicion de crecimiento. La CICs, para la colonia
susceptible fue de 112.02 ng/cm’ y para la colonia resistente correspondié a la dosis mas alta
usadal5,000 ng/cm? generando una tasa de sensibilidad mayor a 133.9 veces para la inhibicién de
crecimiento. Los resultados de los bioensayos con CrylAb y CrylAc sugirieron que existe
resistencia cruzada con CrylAb y CrylAc, aunque el nivel de resistencia es mucho mas bajo que el
observado para CrylF. Estos resultados son importantes para asistir en la identificacién del
mecanismo de resistencia de CrylF y para guiar decisiones de compatibilidad de toxinas para
eventos expresando diferentes toxinas Bt. La resistencia cruzada de CrylF con CrylAb y CrylAc
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sugiere que la resistencia a CrylF en S. frugiperda podria ser generada por alteraciones de
receptores del intestino medio. Estudios con otras especies de Lepidoptera sugieren que las
proteinas CrylA comparten los mismos receptores que CrylF (Férre & Van Rie, 2012; Hernandez-
Martinez et al., 2009; Luo et al. 1999).

Los resultados de los bioensayos con CrylAa, CrylBa y Cry2Aa indicaron que S. frugiperda
no es sensible a estas toxinas, aunque la inhibicidn de crecimiento fue observada a
concentraciones altas. La prueba t indicd que no existen diferencias significativas entre la colonia
susceptible y resistente para CrylAa (t =-0.64; P = 0.52) y Cry1Ba (t = 0.16; P = 0.87). Esto indica
gue no existe resistencia cruzada entre Cry1lAa, CrylBa y Cry1F. En contraste, la colonia resistente
exhibié mayor inhibicién de crecimiento con Cry2Aa (t = -4.10; P <0.0001), sugiriendo un nivel bajo
de resistencia negativa de esta toxina con Cry1F. La resistencia cruzada negativa corresponde a un
aumento de susceptibilidad a Cry2Aa debido a la resistencia a CrylF. Sin embargo, las diferencias
encontradas fueron leves y la indicacidon de resistencia cruzada negativa entre Cry2Aa y CrylF es
incierta.

Los resultados de los bioensayos con Vip3Aa indicaron una CLs, de 25.77 ng/cm’ para la
colonia susceptible y de 34.38 ng/cm’ para la colonia resistente. La hipdtesis de igualdad para
mortalidad entre la colonia resistente y la susceptible indicaron que los interceptos y pendientes
son iguales (¥’ = 5.5; P > 0.05), sugiriendo que no existe resistencia cruzada entre Vip3Aa y Cry1F.
Estos resultados soportan experimentos previos los cuales indican que CrylF y Vip3Aa no
comparten el mismo receptor (Sena et al. 2009). Por esta razon, la toxina Vip3Aa tiene un alto
potencial para controlar poblaciones de S. frugiperda resistentes a CrylF. De igual forma, esta
toxina puede ser usada junto con CrylF en eventos transgénicos expresando mas de una toxina Bt.

Frecuencia de Alelos Resistentes. La naturaleza de la herencia de CrylF en S. frugiperda,
autosomal, recesiva y conferida por un solo locus, permite el uso del andlisis de la F, como una
herramienta eficiente para detectar alelos resistentes en poblaciones de campo. Los alelos
resistentes a CrylF fueron encontrados con mayor frecuencia en la Florida que en Texas durante
los dos afios de evaluacién (Tabla 1). En el 2010, cinco individuos heterocigotos fueron
encontrados en Palm Beach Florida representando una frecuencia de alelos resistentes de 0.122.
En el 2011 se encontraron seis individuos heterocigotos y tres homocigotos resistentes en Palm
Beach Florida, resultando en una frecuencia de 0.2472. En Hendry County Florida se encontraron
dos individuos heterocigotos resultando en una frecuencia de 0.0531. A pesar de que estas
localidades se encuentran a aproximadamente de 113 kildmetros de distancia, se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de alelos resistentes de estas poblaciones. Para Texas, no
se encontraron alelos resistentes a CrylF en 2010. Sin embargo, en 2011 un individuo homocigoto
resistente fue encontrado en el condado de Hidalgo Texas, generando una frecuencia de alelos
resistentes de 0.0247. En el condado de Nueces Texas se encontré un individuo heterocigoto,
resultando en una frecuencia de 0.01056. El test de Fisher indico que existen diferencias en la
frecuencia de alelos resistentes entre los dos estados (P < 0.0001). Se encontré que cuando la
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mortalidad en el controles es del 10% y el nimero total de larvas de la F; es 30, la probabilidad de
encontrar un falso negativo por cruce es del.6x10® lo cual sugiere una alta probabilidad de
deteccion (Wenes et al. 2006). Los resultados de este test sugieren que los alelos resistentes
detectados en Florida y Texas son los mismos alelos observados en Puerto Rico. Con base en estos
resultados, la frecuencia de alelos resistente en Florida puede ser tan alta como del 13% y pueden
existir diferencias entre poblaciones locales. Estos porcentaje son mas alto de lo esperado y por
esta razén es importante continuar el monitoreo tanto de las frecuencias de alelos resistentes
como de los reportes de dafio a maiz CrylF. Aunque la frecuencia de resistencia entre poblaciones
de Texas fue mucho mas baja (0.02), se detectd la presencia de alelos resistentes.

Los resultados de la frecuencia de alelos resistentes en Florida y Texas son consistentes
con estudios de flujo genético basados en haplotipos mitocondriales, donde se sugiere que
intercambio genético ocurre entre Puerto Rico y Florida pero el intercambio genético entre Florida
y Texas es limitado (Nagoshi et al.,, 2010; Nagoshi et al., 2012). La migracién de individuos
resistentes de Puerto Rico, puede ser una de las razones de la frecuencia relativamente alta de
alelos resistentes en el sur de la Florida. Aunque la seleccién local también podria estar afectando
frecuencias de alelos resistentes. Adicionalmente, presiones de seleccion previas generadas por el
uso de Bt foliares, y/o seleccion local con maiz CrylF, podria haber afectado la frecuencia de los
alelos resistentes. Desafortunadamente, es dificil determinar la cantidad de maiz CrylF plantado
en el sur de la Florida. Diferencias locales entre condados puede ser el resultado de diferencias en
area plantadas de maiz Cry1F las cuales generan diferentes presiones de seleccién. Es necesario el
desarrollo de estudios adicionales para concluir los factores que favorecen las diferencias en las
frecuencias de alelos resistentes entre Florida y Texas, y a nivel local en la Florida.

Tabla 1. Frecuencia de los alelos resistentes Cry1F en poblaciones de S. frugiperda de Florida y Texas
durante 2010y 2011.

Alelos

. » Familias ) E[P:]®
Afo Locacién Resistentes
Evaluadas (95% IC)
Sr rr
2010 Palm Beach, FL 24 5 0 0.1229 (0.0468 - 0.2035)
2011 Palm Beach, FL 28 6 3 0.2472 (0.1322 - 0.3053)
Hendry, FL 27 2 0 0.0531 (0.0113-0.1175)
Total 79 13 3 0.1322 (0.0799 - 0.1729) b
Lubbock, TX 20 0 0 0.0000
2010
Lubbock, TX 3 0 0 0.0000
Hidalgo, TX 39 1 0 0.0247 (0.0031 - 0.0658)
2011 Hidalgo, TX 23 0 0 0.0000
Nueces, TX 13 0 1 0.1056 (0.0233 - 0.2141)
Total 99 1 1 0.0200 (0.0055 - 0.0426) b

?Frecuencia de alelos resistentes. ° Frecuencia de alelos resistentes E[Pg] en Florida significativamente diferente a
Texas (Test exacto de Fisher, P < 0.0001).
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Los bioensayos realizados con los neonatos colectados en maiz de Puerto Rico en 2010, 2011,
2012 y 2013 indicaron que la proporcion de supervivencia y la frecuencia de alelos resistentes
cambid entre afios (x* = 44.92; P <0.0001) (Tabla 2). Sin embargo, a pesar de la fluctuacién entre
afios, los niveles de resistencia se mantuvieron altos y constantes, con una baja frecuencia de los
alelos susceptibles. Estos resultados pueden no reflejar todas las poblaciones de S. frugiperda en
Puerto Rico. Estudios previos en dos diferentes localidades en Puerto Rico, Santa Isabel y Lajas,
sugieren la ausencia de alelos susceptibles a Cry1F (Storer et al. 2012).

Tabla 2. Frecuencias de los alelos resistentes CrylF en poblaciones de S. frugiperda de Juana Diaz Puerto
Rico durante 2010, 2011, 2012 y 2013.

o Numero de Insectos Supervivencia Frecuencia de Alelos Resistentes
Aiho . a
Analizados
2010 48 35 0.854
2011 224 182 0.901
2012 1118 808 0.85
2013 671 574 0.925

®Frecuencia de alelos resistentes calculados usando la frecuencia de homocigotos de Hardy-
Weinberg (¢% = \/q). La proporcion de supervivencia y frecuencia de alelos resistentes cambid
significativamente entre afios ()(2 para homogeneidad = 44.92, P < 0.0001).

Conclusiones

Los resultados de este trabajo sugieren que existe un riesgo de evolucion de resistencia a maiz
CrylF en poblaciones de S. frugiperda fuera de Puerto Rico. Sin embargo, debido a que la
resistencia es recesiva su evolucién se puede retrasar con el uso adecuado de los refugios
requeridos para el manejo integrado de resistencia (Gould 1998). Actualmente en el sur de
Estados Unidos se requiere de un 50% de refugio para el uso de maiz transgénico. El uso de esta
estrategia junto con plantas que expresan toxinas con diferentes modos de accién efectivos para
el manejo de S. frugiperda puede ayudar a reducir la propagacidon de los alelos resistentes
(Adamczyk y Mahaffey 2008; Storer et al. 2012). Hasta la fecha, no existen reportes de efectividad
reducida a maiz CrylF en Florida o Texas (Tabashnik et al. 2009; Hardke et al. 2011; Storer et al.
2012). No obstante, la implementacién de programas de monitoreo de resistencia, junto con el
seguimiento de dafio a maiz CrylF debe ser una prioridad. Si la reduccidon en eficacia de este
producto esta ligada a cambios en la frecuencia de alelos resistentes, seria necesario tomar
acciones para limitar la supervivencia y dispersién de individuos portadores del alelo resistente
(Siegfried et al. 2007). Adicionalmente, Storer et al. (2012) sugiere el uso de insecticidas sintéticos
cuando las poblaciones de S. frugiperda son altas para ayudar a reducir la frecuencia de alelos
resistentes.
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Estudios adicionales sobre la biologia de S. frugiperda resistente a CrylF (comportamiento
y migracién) ayudaran a generar un mejor entendimiento de la evolucion de resistencia a CrylF en
S. frugiperda en Puerto Rico. El entendimiento de la evolucién de resistencia en S. frugiperda
proporcionara bases para la prediccidon de problemas futuros con este insecto y asistird en el
desarrollo de mejores estrategias de manejo de resistencia de actuales y futuros cultivos
transgénicos Bt. La informacién adquirida de S. frugiperda resistente a CrylF de Puerto Rico guiara
estrategias de manejo de resistencia en Latino América donde este insecto es una plaga
importante de maiz y algoddn. Es importante tener en cuenta que el uso creciente de cultivos Bt
en Latino América sugiere la necesidad de generar programas de manejo de resistencia disefiados
para dreas tropicales donde la produccidn de cultivos y la presidon de seleccidn es continua.
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